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PROTEINES RECOMBINANTES DE L'HEMAGGLUTIKINE 

PILAMENTEUSE DE BORDETELIA / NOTAMMENT BORDETELIA 
PERTUSSIS / PROCEDE POUR LEUR PRODUCTION ET LEURS 
APPLICATIONS A LA PRODUCTION DE PROTEINES ETRANGERES 
OD DE PRINCIPES ACTIFS VACCINANTS 

OBJETS DE L> INVENTION 

Grace a la technologie du genie genetique, il 
est, en principe, desormais possible d'exprimer 
n'importe quel gene dans un organisme heterologue afin 
de disposer d'une quantite illimitee d'une proteine 
donnee a des fins industrielles ou de recherche. Les 
micro-organismes sont tres souvent utilises comme 
hotes pour 1« expression heterologue. 

Paradoxalement, malgre les progres considerables 
observes durant les vingt dernieres annees, un des 
problemes qui ont freine 1 ' exploitation industrielle 
des proteines recoinbinantes est lie a la difficulte de 
purification de ces molecules qui se trouvent 
generalement concentrees dans 1» organisme qui les 
synthetise. La purification des proteines 
recombinantes pourrait etre considerablement 
simplifiee si celles-ci etaient secretees dans le 
milieu de culture. La manipulation genetique d'une 
micro-organisme pour qu • il secrete une proteine 
recombinante necessite la connaissance des mecanismes 
moleculaires qui regissent les voies metaboliques de 
secretion. Ces mecanismes sont particulierement 
complexes chez les bacteries gram negatives, ou toute 
proteine secretee doit traverser deux membranes 
lipidiques avant d'atteindre le milieu 

extracellulaire. Par consequent, les bacteries gram 
negatives ne secretent que peu de proteines. 
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La secretion de proteines est plus simple chez 
les bacteries gram positives du fait que celles-ci ne 
possedent qu ' une seule membrane lipidique. 
Malheureusement , ces micro-organismes produisent 
generalement aussi des proteases extracellulaires , 
nefastes pour les proteines recombinantes . La 
construction de bacteries gram positives deficientes 
en proteases a par consequent ete un important domaine 
d' investigation. Cependant, cette tSche s'est averee 
difficile, car ces micro-organismes secretent souvent 
de multiples proteases, et la deletion des genes 
codant pour ces proteases diminue la viabilite des 
souches et, par consequent, leur utilite pour 
!• expression des genes heterologues . Idealement, il 
faudrait done utiliser des bacteries gram negatives ne 
produisant pas ou peu de proteases extracellulaires et 
possedant un mecanisme de secretion tres efficace, 

L' invention met a double profit les capacites des . 
Bordetella , et plus particulierement de B. pertussis 
qui ne semble pas produire de produire de proteases 
extracellulaires et de I'aisance avec laquelle peuvent 
etre isolees les hemagglutinines f ilamenteuses de 
eel les des Bordetella qui en synth6tisent pour, entre 
autre, rem6dier aux difficultes sus-mentionnees. 

Bordetella pertussis , 1' agent etiologique de la 
coqueluche, est une bacterie gram negative qui produit 
et secrete plusieurs proteines de taille importante, 
dont la toxine coquelucheuse (environ 107 kDa) et 
I'hemagglutinine filamenteuse (FHA; environ 220 kDa). 
La FHA est le produit majeur de secretion, elle est 
facilement detectable par coloration au bleu de 
Coomassie apres electrophorese du surnageant de 
culture. 

La FHA est une proteine de 220 kDa produite et 
secretee par B. pertussis . Elle est I'adhesine majeure 
et le produit de secretion majeur de cet organisme 
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(pour revue voir Locht, C. Bertin, P., Menozzi, F.D-, 
at Renauld, (1993) Mol. Microbiol. 9, 653-660). Le 

gene de structure de la FHA, appele fhaB, a ete clone 
dans plusieurs laboratoires (Brown, D,R. , et Parker, 
CD. (1987) Infect. Immun. , 55, 154-161 ; Relman, 
D.A. , Domenighini, M. , Tuomanen, E., Rappuoli, R. , et 
Falkowo, S. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A, 86, 
2637-2641 ; Delisse-Gathoye , A.-M., Locht, C. , Jacob, 

F. , Raaschou-Nielsen, M. , Heron, I., Ruelle, J.-L., 
DeWilde, M. , et Cabezon, T. (1990) Infect. Iitonun. 58, 
2895-2905) et code pour un precurseur d' environ 3 67 
kDa (Delisse-Gathoye et al., 1990 ; Domenighini, M. , 
Relman, D. , Capiau, C, Falkow, S., Prugnola, A., 
Scarlato, V., et Rappuoli, R. (1990) Mol. Microbiol. 
4, 787-800) . La partie N-terminale de ce precurseur 
correspond a la partie mature de la FHA et la partie 
C-terminale est perdue lors de la maturation et/ou 
secretion de la proteine. 

En amont du gene fhaB se trouve un operon 
polycistronique responsable a la fois de la biogenese 
de la FHA et des fimbriae, aussi appelees 
agglutinogenes (Locht, C. Geoffrey, M.C., et Renauld, 

G. (1992) EMBO J. 11, 3175-3183). Get operon contient 
quatre cistrons dont les produits des trois premiers 
sont homologues aux proteines accessoires et a 
l*adhesine de pili de plusieurs bacteries gram 
negatives (Locht et al., 1992) et impliques dans la 
biogenese des fimbriae de B. pertussis , et dont le 
produit du dernier est homologue a ShlB et HpmB et est 
implique dans la ibogenese de la FHA (Willems, R.J.L., 
Geuijen, C. , van der Heide, H.G.J. , Renauld, G. , 
Bertin, P. van den Akker, W.M.R., Locht, C. , et Mooi, 
F.R. (1994) Mol. Microbiol. 11, 337-347). 

Par ailleurs, la region N-terminale de la FHA est 
homologue aux regions N-terminales des hemolysines 
ShlA et HpmA de Serratia marcescens et Proteus 
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mirabilis , respectivement (Delisse-Gathoye et al., 
1990) . Ces hemolysines sont secretes chez ces deux 
microorganismes et la secretion implique 1 • interaction 
du produit du gene shlB ou hpmB avec la region N- 
terminale de ShlA et HpmA, respect ivement (Braun, V. 
ondraczed, R. , et Hobbie, S. (1993) Zbl- Bakt. 278, 
306-315) • Des experiences de mutagenese du gene fhaB 
ont montre que la region N-terminale de la FHA, 
homologue aux ShlA et HpxtiA, est egalemet importante 
pour la biogenese de la FHA (Willems et al . , 1994) 
suggerant done par analogie avec les systemes de 
secretion des hemolysines, que le produit du gene fhaC 
interagit avec la region N-tenainale et que cette 
interaction est importante dans le processus de 
biogenese de la FHA. Les proteines HpmB, ShlB et FhaC 
sont vraisemblablement des proteines de la membrane 
externe (Braun et al., 1993 ; Willems et al., 1994) et 
jouent un role dans la secretion des hemolysines et de 
la FHA, respectivement, au travers de la membrane 
externe. Chez B. pertussis , un blocage de la secretion 
au travers de la membrane externe conduit a la 
degradation rapide de la proteine. 

La FHA est une adhesine majeure de B. pertussis et 
exprime au moins trois types d'activites de liaison 
(voir Locht et al . , 1993). Relman et al. (Relman, D. , 
Tuomanen, E., Falkow, S., Golenbock, D. , Saukkonen, 
K., et Wright, S. (1990) Cell 61, 1375-1382) ont 
montre qu'une sequence RGD dans la FHA mature est 
responsable de 1 • interaction de cette molecule avec 
I'integrine CR3 {a^^Pz, CDllb/CD18) des macrophages. 
Cette interaction induit 1 • internalisation des 
B. pertussis dans les macrophages ou ces organismes 
peuvent survivre. 

La FHA peut egalement interagir avec des 
glycoconjugues et le domaine de reconnaissance des 
carbohydrates a ete identifie par Prasad et al. 



(Prasad, S. M. , Yin, ¥• , Rodzinski, E. , Tuomanen, E. 
I., et Masure, R. (1993) Infect. Immun. 61, 2780-2785) 
dans la region 1141 a 1279 de la FHA, un peu en aval 
du site RGD. Menozzi et al. (Menozzi, F.D., Gantiez, 
C, et Locht, (1991) FEMS Microbiol. Lett. 78, 

59-64) ont laontre que la FHA exprime une af finite pour 
l*heparine et peut etre purifiee par chromatographie 
sur heparine-sepharose a partir de surnageant de 
culture de B. pertussis . Cette interaction avec des 
glysosaminoglycans sulfates semble jouer un role dans 
1 • interaction des microorganismes avec les cellules 
epitheliales (Menozzi, F.D., Mutombo, R. , Renauld, G. , 
Gantiez, C. , Hannah, J.H. , Leininger, E. , Brennan, 
M.J. et Locht, C. (1994) Infect. Iininun. 62, 769-778). 

La FHA est un bon iitmiunogene pour 1 ' induction 
d'IgAs dans les voies respiratoires chez le patient 
infecte par B. pertussis (Zackrisson, G. , Lagergard, 
T., Trollfors, B., et Krants, I. (1990) J. Clin. 
Microbiol. 28, 1502-1505) et la presence d'IgAs est 
detectable encore longtemps apres 1 ' infection 
(Zackrisson, G. , Arminjon, F. , Krantz, I., Lagergard, 
T., Sigurs, N. , Taranger, J. et Trollfors, B. (1988) 
Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 7, 764-770). Une 
reponse immune de longue duree centre la FHA peut 
egalement etre observee chez la souris 
experimentalement infectee avec B. pertussis par voie 
nasale (Amsbaugh, D.F., Li, Z.-M., et Shahin, R.D. 
(1993) Infect. Immun. 61, 1447-1452). Une bonne 
reponse immune (a la fois IgAs et IgG) centre la FHA 
peut aussi etre obtenue dans les voies respiratoires 
de la souris apres vaccination intra-nasale avec la 
FHA purifiee (Shahin, R.D., Amsbaugh, D.F., et Leef, 
M.F. (1992) Infect. Immun. 60, 1482-1488 ; Cahill, 
E.S., O'Hagan, D.T., Ilium, L. , et Redhead, K. (1993) 
FEMS Microbiol. Lett. 107 , 211-216). II est possible 
que I'une ou plusieurs des activites de liaison 



exprimees par la FHA soi(en)t responsable (s) de 
1 • iininunogenicite mucosale de cette molecule. 

L' invention met a profit le mecanisme moleculaire 
de secretion de la FHA de Bordetella , notamment de 
B. pertussis pour la production de proteines ou 
peptides recombinants heterologues de ces organismes. 

Dans I'une de ces premieres applications, 
1 ' invention permet, notamment dans les conditions gui 
seront decrites plus loin, la secretion de ces 
peptides recombinants heterologues dans le milieu 
heterologue de culture et, le cas echeant, la 
recuperation de la partie heterologue de ce peptide 
recombinant, lorsque celui-ci constitue le produit 
finalement recherche, Mais une autre variante de 
1 ' invention a pour objectif 1" exposition du peptide 
recombinant a la surface de cellules procaryotes, 
notamment a des fins de vaccination. 

La fusion de proteines ou peptides heterologues 
avec la FHA peut, en effet avoir une application 
particulierement interessante dans le domaine de la 
vaccination. En effet, la FHA est capable de stimuler 
une reponse immunitaire mucosale importante et de 
longue duree apres infection naturelle chez I'homme ou 
immunisation intranasale. Cette propriete est 
probablement due aux activites specif iques 
d » attachement de la FHA aux muqueuses. Une fusion 
traductionnelle de la FHA avec un antigene pourrait 
done faciliter la presentation de cet antigene au 
niveau des muqueuses nasales en vue de la production 
d • immunoglobulines secretoires (IgAs) . Une telle 
strategie est particulierement interessante pour une 
vaccination centre certaines maladies respiratoires 
et , lorsque le systeme immunitaire mucosal des voies 
respiratoires communique avec celui des autres 
muqueuses ou plus generalement d' autres cellules : 
cellules epitheliales, macrophages, etc. . . , ce 



principe peut s'elargir a de nombreuses autres 
maladies infectieuses centre lesquelles il est 
important de developper une immunite mucosale, Un tel 
type de vaccin peu onereux pourrait facilement 
s 'administrer par une vaporisation nasale. Cette voie 
de vaccination eliminerait done le trauma cause par 
injection ainsi que le risque de destruction des 
vaccins oraux dans 1 ' environnement acide de I'estomac. 

II est fait reference dans ce qui suit, aux 
dessins dont les legendes sont indiquees a la fin de 
cette description. 

L ' invention concerne tout d ' abord 1 • ADN 
recombinant contenant une sequence (1) codant pour un 
polypeptide heterologue vis-a-vis d'une FHA de 
B. pertussis fusionnee dans le meme cadre de lecture a 
une sequence (2) placee en amont de la premiere, cette 
sequence (2) codant au moins pour la region N- 
terminale de la proteine mature de FHA qui, lorsque 
celle-ci est elle-meme placee sous le controle d'un 
promoteur reconnu par les polymerases cellulaires de 
B. pertussis et introduite dans une culture de 
B> pertussis , est exprimee dans cette culture sous le 
controle de ce promoteur et excretee dans le milieu de 
culture. 

Dans 1 "un des cas extremes, la sequence (2) de 
1*ADN recombinant susdit code pour la totalite du 
precurseur de la FHA, par exemple celle de B. pertussis 
(parfois designee sous 1 • abreviation FHAb) . 
L' incorporation de cet ADN recombinant sous forme de 
plasmide notamment et sous le controle du promoteur 
adequat dans une cellule B. pertussis conduit alors a 
1 ' expression de la proteine recombinante 

correspondante , dont une partie est excretee 
completement dans le milieu de culture, 1 ' autre 
traversant egalement la membrane de B. pertussis , mais 
y restant attachee. Dans ce dernier cas, il sera vu 
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dans ce qui suit, que la proteine recombinante, y 
incluse la sequence en acides amines correspondantes 
aux polypeptides heterologues se trouve exposee a la 
surface de ces cellules. 

La proteine excretee dans le milieu de culture 
peut etre davantage purifiee, notamment par un precede 
consistant a mettre en contact le milieu de culture 
avec I'heparine immobilisee sur un support insoluble 
pour former un complexe heparine-FHA, la proteine 
recombinante pouvant alors etre recuperee par 
dissociation du complexe. 

Dans la suite de cet expose, il sera vu que les 
premiers essais ont ete effectues dans une souche 
B. pertussis BGR4 dont la partie la plus importante- de 
la phase de lecture du gene fhaB et son promoteur 
avaient ete deletes du chromosome par deux elements 
successifs de recombinaison homologues. L'ADN 
recombinant contenait un fragment EcoRI d' environ 
10 kb isole a partir d'un clone qui avait ete 
entierement sequence, notamment par Delisse-Gathoye et 
al., 1990. C'est par rapport a la sequence decrite par 
ces auteurs que sont precisees dans le corps du 
presente texte, les positions relatives de certains 
des nucleotides dans le chromosome B. pertussis 
correspondant, le premier site d' EcoRI 
correspondant a la position 1, et le second site E^ 
occupant alors la position 103 5. 

L'ATG d' initiation de la traduction se trouve en 
aval du site E^ (I'un des trois ATG aux positions 
respectivement 2 53, 298, 4 27) le promoteur 
correspondant etant intercale entre le site E^ et 
I'ATG d' initiation pertinent. Le precurseur s'etend 
jusqu'au dela de la position du site E^ (position 
1125) . 

Coinme cela sera decrit de fagon plus detaillee 
dans les exemples, plusieurs ADNs recombinants ont ete 



produits, lesquels comportaient notaitmient des 
sequences s ' etendant toutes entre le nucleotides 1 et 
respectivement le nucleotide 10035 (BPGR41) , 6292 
(BPGR413)/ 5215 (BPGR48) , 2841 (BPGR44), 1575 
(BPGR412) et enfin 907 (BPGR415) . Des sites de 
restriction correspondants sont indiques dans la 
figure 2C. 

Les observations qui ont ete faites quant a 
1 "expression de ces fragments de tallies 
decroissantes , avant que ceux-ci n'aient ete 
recombines avec une sequence codant pour un 
polypeptide heterologue, etaient les suivantes. Coime 
il resulte des figures 2A et 2B, on obtenait une 
excretion importante du peptide code par le peptide 
BPGR41, excretion qui allait se reduire pour les 
fragments contenus dans les plasmides BPGR413 et 
BPGR48, qui ne contenaient plus que la sequence codant 
pour la presque totalite de la proteine mature 

(BPGR413) et une sequence tronquee codant pour un 
polypeptide egalement tronque (BPGR48) . Ces 
observations se trouvent refletees par les essais 
ilJLustres dans la figure 2B dans lesquels les produits 
d' expression ont ete detectes par des anticorps 
polyclonaux de rats anti-FHA, Mais dans ce test, on 
constate 1' absence d' expression detectable pour les 
plasmides contenant des sequences plus courtes. L'on 
constate au contraire dans un autre systeme de mesure 

(coloration au bleu de Comassie : figure 2A) une 
recrudescence de 1' expression avec le plasmide BPGR44. 
Sans qu'il y ait a y voir une relation necessaire de 
correspondance, on constate que la partie reconnue par 
la majeure partie des anticorps polyclonaux de la 
sequence FHA n'est pas necessaire a la production 
d'une excretion dans le systeme qui a ete utilise. 
Lorsqu'est raccourcie davantage la sequence tronquee 
de FHA, on constate de nouveau une reduction de 
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!• excretion* Ainsi, le fragment contenu dans le 
plasmide BPGR412 est-il encore exprime a un moindre 
degre, roeitie si aucune bande n'est observee sur la 
figure 2 pour la piste d • electrophorese sur gel 
correspondante au plasmide BPGR412. Mais, la mise en 
contact d'une culture correspondante avec I'heparine 
immobilisee a permis d'isoler une fraction excretee 
reconnue par des anticorps monoclonaux reconnaissant 
specif iquement la region N-terminale de la FHA. 

II apparait que des sequences (2) entrant dans 
les ADNs recombinants selon 1 ' invention doivent, en 
tout etat de cause, comporter des signaux d* excretion 
de la sequence codant pour la FHA et la region N- 
terminale homologue aux regions N-terminales des 
hemolysines ShlA et HbrtA de Serratia marcescens et 
Proteus mirabilis > 

Pour la mise en oeuvre de I'une des applications 
preferees de 1» invention, a savoir la production d'un 
peptide heterologue et sa recuperation a partir du 
milieu de culture, il apparait par consequent que 
1' extension de la sequence (2) a partir de I'extremite 
N-terminale de la FHA vers son extremite C-terminale 
sera choisie de fagon a ne pas aller au dela de la 
longueur qui ferait que la transformation de 
B> pertussis avec cet ADN recombinant alors place sous 
le controle d'un promoteur susceptible d'etre reconnu 
par B. pertussis ne permettrait plus 1* excretion 
directe de la proteine recombinante alors formee dans 
le milieu de culture de ce B, pertussis , 

Dans le cadre de cette application, un ADN 
recombinant prefere est caracterise en ce que la 
sequence (2) s'etend entre I'ATG correspondant au 
codon d' initiation de la traduction de la FHA a un 
nucleotide C-terminal au dela du nucleotide 907 dans 
la direction de la traduction et de preference non au 
dela de la position 6922. 
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Sans que ce test soit decisif, il peut encore 
etre affirme qu'un ADN recombinant prefere sera celui 
qui est caracterise par le fait qu'il ne reagit plus 
que faiblement avec des anticorps anti-FHA plus 
particulierement diriges centre les epitopes de la 
partie C-terminale de la FHA mature, situes au dela du 
site nucleotidique 2841 dans le sens de la traduction. 

II va de soi que la sequence recombinante 
reprenant les sequences (1) a et (2) peut etre 
realisee de toute fa^on en soi connue, en fonction du 
but final que l*on se sera donne. Eventuellement , la 
secjuence (1) codant pour le peptide heterologue se 
trouvera encadree par des regions courtes codant pour 
des peptides pre-definis formant des sites de clivage 
specif iques d" enzymes proteolytiques elles-memes 
specif iques, ce grace a quoi la partie heterologue du 
polypeptide recombinant peut aisement etre separee '"a 
partir de celui-ci. 

Dans une autre application avantageuse de 
1* invention, le peptide recombinant est susceptible 
d'etre utilise coitune principe vaccinant, la sequence 
peptidique heterologue etant douee des proprietes 
immunogenes choisies au prealable et, de preference, 
la partie derivee de la proteine mature de FHA 
comportant I'un au moins des sites specif iques 
d ' attachement de la FHA a des muqueuses ou de fagon 
plus generale a d'autres cellules eucaryotes, 
notamment a des cellules epitheliales ou des 
macrophages . 

L'utilisation de I'ADN recombinant pour la 
production de polypeptide heterologue peut etre 
envisagee dans des cellules procaryotes autres que 
Bordetella pertussis ou meme que plus generalement des 
Bordetella . II est en effet rappele que Stibitz, Weiss 
et Falkow ont rapporte des ADNs de Bordetella 
contenant la sequence codant pour le precurseur de la 
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FHA et 1* ensemble des genes de regulation, y inclus le 
gene fhaC, c'est-a-dire le gene auxiliaire dont le 
produit d' expression est egalement necessaire a 
1' expression de la FHA, pouvaient, quand ils etaient 
transportes dans E, coli d'etre exprimes et exposes a 
la surface des bacteries E.coli transformees (J. of 
Bacteriology (1988) 170, 2904-2913)- 

II va de soi que 1 ■ invention concerne done toutes 
les cultures cellulaires dans lesquelles la FHA peut 
etre exprimee, L' invention concerne done plus 
particulierement les cultures de cellules appartenant 
a une espece Bordetella , notamment B. pertussis , des 
lors que ces cellules sont egalement porteuses du gene 
FHAc exprimable dans ces cellules. 

L' invention concerne encore les cultures 
cellulaires transformees, appartenant a des especes 
autres que Bordetella, des lors qu'elles 
contiendraient egalement une sequence codant pour au 
moins la partie de la FHAc necessaire a 1' expression 
de la sequence (2) sous une forme egalement exprimable 
au sein des cellules de cette culture. 

II est rappele que Willems et al. (1994) Mol. 
Microbiol. 11, 337-347 ont sequence entierement une 
sequence codant pour la proteine FHAc. 

II va egalement de soi que 1 • invention n'est pas 
limitee a des ADNs recombinants contenant une sequence 
codant pour la FHA de B. pertussis . Celle-ci peut etre 
remplacee par toute sequence correspondante isolable a 
partir d' autres Bordetella , qu'il s'agisse de 
Bordetella infect ieuses pour I'homme, notamment 
B . parapertussis ou B . bronchiseptica , ou encore pour 
des Bordetella infect ieuses pour des animaux, 
notamment les Bordete 11a bronchi sept ica infectieux 
pour le chien ou le pore. 

L» invention n'est nullement limitee aux ADNs 
recoitibinants dont les sequences (2) sont restreintes a 



des sequences tronquees de I'ADN codant pour une FHA 
de Bordetella . Comme cela a ete vu plus haut, 
1 ' invention concerne egalement les ADNs recombinants 
contenant des sequences (2) plus longues, chaque fois 
que sera au contraire recherchee la production de 
cellules procaryotes, notamment de bacteries portant, 
expose a leur surface, le produit d' expression de 
I'ADN recombinant susdefini. La sequence heterologue 
(1) peut soit etre incorporee a I'interieur meme de la 
sequence codant pour FHA, voire meme FHAb, soit etre 
fusionnee a la FHA mature ou le precurseur avec 
conservation du code de lecture correspondant • 

Dans le cas ou la cellule hote, le cas echeant, 
apres attenuation ou inactivation, peut etre utilisee 
comme support de vaccin, on apprecie que 1 • invention 
fournit de nouvelles varietes vaccinantes comportant 
des cellules procaryotes de ce type pourtant exposees 
a leur surface le produit d' expression de I'ADN 
recombinant. Avantageusement , seront exposes a la 
surface des bacteries en cause, a la fois la sequence 
en acides amines correspondante aux sites antigeniques 
du peptide heterologue, d'une part, et I'un des sites 
d' adhesion de la proteine FHA aux muqueuses ou encore 
a d'autres cellules eucaryotes, telles que des 
cellules epitheliales ou des macrophages. 

A titre d'exemples de technique pouvant etre 
utilises pour obtenir cette orientation convenable, on 
fera reference au brevet europeen n" 0242243 depose le 
06/03/87. 

Alors que dans le cas de la production in vitro 
d'une proteine ou d'une polypeptide recombinant, I'on 
pouvait avoir des cellules procaryotes transformees 
par un plasmide, il apparait que pour la realisation 
de bacteries porteuses du produit d' expression de 
I'ADN recombinant a leur surface, il est preferable 
que celui-ci ait ete incorpore sous le controle du 



14 

promoteur approprie a I'ADN chromosomique desdites 
cellules. Toutes techniques connues a cet effet 
peuvent etre mises en oeuvre, telles que les 
techniques de recombinaison homologue. 

li va de soi que la sequence (1) peut coder pour 
toutes sequences antigeniques souhaitees, qu'il 
s*agisse d'antigenes de Bordetella , de Shigella , de 
Neisseria ^ de Borrellia, etc... de toxines ou toxoides 
diphteriques, tetanicjues ou coleriques, d'antigenes 
viraux, notaitiment de 1* hepatite B, de 1 'hepatite C, du 
polyovirus ou de HIV, d'antigenes parasitaires tels 
que des Plasmodium, des Shistozoma , des toxoplasmes, 
etc... II s'agit la evidemment d'exemples qui n'ont, 
aucun caractere limitatif. 

De meme, les hotes cellulaires peuvent etre 
constitues par toutes bacteries attenuees ou 
inactivees, telles que des shigelles attenuees, des 
E. coli attenues ou des salmonelles attenuees. , 

Mais, on I'a vu, tout FHA de Bordetella peut etre 
mis en oeuvre. Partant d'une sequence codant pour 
I'une d'entre el les, on salt que I'on peut detecter 
des sequences correspondantes contenues dans I'ADN 
chromosomiques d'autres Bordetella , par exemple a 
I'aide de sondes appropriees. 

L' invention presente un interet tout particulier 
pour la constitution de compositions immunogenes et 
vaccinantes, destinees a 1 ' administration par mise en 
contact de muqueuses, notamment pour 1 ' administration 
par voies nasales. L' invention est done d'un interet 
tout particulier pour la prevention d* infection des 
voies respiratoires ou de tissus susceptibles d'etre 
atteints par ces voies. Les compositions du genre en 
question peuvent se presenter sous forme d' aerosol, 
administrables notamment par voies nasales. 
L' invention s ' interesse a la vaccination aussi bien 
humaine que veterinaire. 



D'autres caracteristiques de 1 ' invention 
apparaltront encore au cours de la description qui 
suit, des constructions et essais biologiques qui ont 
ete ef f ectues dans le cadre de 1 ' invention et qui lui 
apporte le soutien experimental requis. 



/ 



EXEMPLES 
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I. Complementation de la souche B. pertussis BPGR4 par un plasmide 
derive de pBBRl contenant le gene f ha B. 

Afin de savoir s*il est possible de complementer una mutation chromosomique du 
gfene fhaB par un plasmide autorfplicatif, nous avons utilise la souche B. pertussis 
BPGR4 (Locht et al, 1992), une souche d6riv6e de la souche sauvage B. pertussis 
Tohama I chez laquelle le fragment EcoRI de 10 kb contenant la plupart de la phase de 
lecture du ghncfhoB et son promoteur a €\& d&\€\& du chromosome par deux 6v6nements 
successifs de recombinaison horaologue. Cette souche ne produit pas de FHA. D'autre 
part, le fragment EcoRI de 10 kb isol6 de pRm3202 (DeUsse-Gathoye et a/., 1990) et 
contenant la plupart du gbne fhaB a 6t6 clon6 dans le site EcoKl du plasmide pBBR122. 
Ce plasmide est un d6nv6 de pBBRl isol6 de Bordetella bronchiseptica et d6crit par 
Antoine et Locht (Antoine, R., et Locht, C. (1992) Mol Microbiol 6, 1785-1799). D 
contient un fragment Hhal de 1364 pb provenant de pBR328 (Soberon, X., Covarrubias, 
L., et Bolivar, R (1980) Gene 9, 287-305) et conffirant la resistance au chloramphenicol 
insert dans le site PvmI, ainsi que le gfene commercial (Pharmacia) conf^rant la r&istance 
i la kanamycine insure au site Aval en position 1388. 

La digestion de pBBR122 par Eco^ et Tinsertion du gbnc fhaB sous forme du 
fragment EcoRL de 10 kb inactive le gfene de resistance au chloramphenicol mais maintient 
la resistance k la kanamycine. Le plasmide recombinant a ete appeie pBGl et a ete 
inuroduit dans B. pertussis BPGR4 par eiectroporation. Cette nouvelle souche de B. 
pertussis est appeiee B. pertussis BPGR41. L'analyse des sumageants de culture de B. 
pertussis BPSM, un deriv6 Sm^ de la souche Tohama I (Menozzi et al, 1994), de B. 
pertussis BPGR4 et de B. pertussis BPGR41 par electrophorfese en SDS-polyacrylamide 
(SDS-PAGE) et coloration au bleu de Coomassie (Fig. 1) ainsi que par Western blot en 
utilisant des anticorps polyoclonaux de rat specifiques h la FHA montrent que pBGl pent 
efficacement complementer la mutation fhoB de B. pertussis BPGR4, 
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IL Deletions progressives de la region C-terminale de FhaB. 

Le produit primaine du gtnefhaB, L e. le pr6curseur de la FHA, est appel6 FhaB. 
Puisque la region N-terminale homologue aux h^molysines ShlA et HpmA est importante 
pour la biogenfese de la FHA (Willeras et al,, 1994), il 6tait important d'investiguer le role 
de la region C-terminale de FhaB dans la biogen^e de la FHA, Plusieurs d^l^tions de la 
region C-terminale ont 6x6 obtenues : pBG13 est le rfsultat de Tdchange du fragment 
SphUBamHl de 2.5 kb de pBG4 par le fragment SphUBgUl de 6 kb de pRIT13202 
(Delisse-Gathoye et al., 1990); pBG8 est le r&ultat de Tinsertion du fragment BamHI de 
4.7 kb dans pBG4 digir6 par BamHI; pBG4 est le r^sultat de la digestion de pBGl par 
BamHI et de sa religation, ce plasmide a done perdu les deux fragments BamHI de 4.7 
kb et de 2.37 kb; pBG12 est le resultat de Ttehange du fragment SphUBamHl de 2.5 kb 
de pBG4 par le fragment SphUBamHl de 1.27 kb de pUC18-3, pUC18-3 a 6te g€n6r€ en 
6changeant le fragment SphUSaH de 15 pb de pUClS par le fragment SphUSall de 1.27 
kb de pRm3197 (Delisse-Gathoye et al., 1990); pBG15 est le r&ultat de la religation 
des deux fragments Pvul de 3.65 kb et 2.76 kb aprfes digestion de pBG4 par PvmI, 
g6n6rant ainsi la d616tion du fragment Pvul de 1.9 kb. Les plasmides pBG13, pBG8, 
pBG4, pBG12 et pBG15 ont €x£ introduits dans B. pertussis BPGR4 par 61ectroporation 
ce qui a g€n€x€ les souches B. pertussis BPGR413, BPGR48, BPGR44, BPGR412 et 
BPGR415, respectivement 

Les sumageants de culture de ces diff6rentes souches ont 6x6 analyses par SDS- 
PAGE et coloration au bleu de Coomassie ainsi que par Western blot en utilisant des 
anticorps polyclonaux de rat anti-FHA. Les r&ultats sont montr6s dans la figure 2 et 
indiquent que par rapport k la souche B. pertussis BPSM et la souche B, pertussis 
BPGR41, les souches BPGR413 et BPGR48 produisent beaucoup moins de FHA dans 
le sumageant de culture. Par contre, la souche BPGR44 produit plus de FHA tronqu6e et 
s6cr6t6e que la souche BPSM ou la souche BPGR41. Les souches BPGR412 et 
BPGR415 produisent k nouveau moins de FHA tronqu6e que la souche BPGR44 . bien 
qyg la FHA ffonqyfe pro(ltiite par PPGR4)12 est cliairetqem visiMe dans le syrn^geam <jg 
cudure. Ces experiences montrent Timportance de la region C-teraiinale de FhaB dans la 
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biogen&se et/ou secretion de la FHA mature, mais ils montrent aussi qu une FHA 
ironqude (par exemple chez la souche BPGR44) peut etre xrbs efficacemeni secr6t6e en 
absence de la region C-terminale de FhaB. 

m. Importance de fhaC dans la biogenese de la FHA tronquee codee par 
pBG4 et secretion chez Bordetella parapertussis 

Puisque B, pertussis BPGR44 sdcr^te trfes efficacemeni la FHA tronqute, il 6tait 
important de savoir si cette s6cr6tion 6tait toujours d6pendante du produit du gtnc fhaC. 
pBG4 a done 6t& introduit dans la souche B. pertussis BPMC (Locht et al., 1992). Cette 
souche est caract6ris6e par une d^ldtion chromosomique du g^ne JhaB total et de la region 
interg6nique enlreJhaB et les g^nes auxiliaires en aval, y compris ^aC. EUe n*exprime 
done mfhaB. mfliaC, ni les gdnes fimBCD (aussi appel6s ^aZ>A^. Les analyses par 
SDS-PAGE/coloration au bleu de Coomassie des sumageants de culture de la souche B. 
pertussis BPMC (pBG4), appel6e BPMC4, montrent que cette souche ne produit pas de 
FHA tronqu6e extracellulaire. Ces r^sultats (Fig. 3) montrent done que Texpression du 
gtno fhaC est n6cessaire k la production extracellulaire de la region N-terminale de la 
FHA. L'importance de la region N-terminale de la FHA homologue aux h^molysines 
ShlA et HpmA (Delisse-Gathoye et al., 1990) pour la s^r6tion de la FHA tronqude a 6x6 
6tudife en g6n6rant la souche B. pertussis BPGR47. Cette souche est un d6riv6 de 
BPGR4 transform^ avec pBG7. Ce plasmide est le r6sultat de I'dchange du fragment 
SphVBamm de 2.5 kb de pBG4 par le fragment SphVBamm de pUC18-5, qui est lui- 
meme le r6sultat de Tinsertion du fragment SalUBamHl d'environ 1.27 kb du pRm3120 
(Delisse-Gathoye et al., 1990) dans pUC18-4 dig6r6 par Sail et BamHL Le plasmide 
pUC18-4 est le fruit de la digestion de pUC18-3 par Pstl et de la religation sur lui-meme. 
Cette construction d6lfete en phase un fragment Pstl d'environ 460 pb codant pour la 
rdgion de la FHA qui est homologue aux h6molysines ShlA et HpmA. Uanalyse de la 
souche BPGR47 par 6lectrophorfese et Western blot (Fig. 3) montre que la rdgion 
homologue est dgalement ndcessaire k la s6cr6tion de la FHA tronqu6, comme h celle de la 
FHA complete. 
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Afin de savoir si la FHA tronqufe pouvait etre produite et s6cr6t6e par d'autres 
espfeces du genre Bordetella, pBG4 a &\& introduit dans Bordetella parapertussis PEP 
(Nordmann, P., Francois, B., Menozzi, F. D., Commare, M. C, el Barois, A. (1992) 
Ped, Inject. Dis. 7. 11, 248). Le sumageant de culture de la souche transforrafe a 6x6 
analyst par SDS-PAGE et le r6sultat (Fig. 3) indique que B. parapertussis peut 6galement 
s6cr6ter la region N-terminale de la FHA de B. pertussis^ ce qui suggfere que B, 
parapertussis exprime 6galement un g6ne auxiliaire qui correspond kJhaC, 

Finalement, pBG4 a 6x6 introduit dans la souche B. pertussis BPSM et Tanalyse 
du sumageant de culture de la souche B. pertussis BPSM (pBG4), appel6e B, pertussis 
BPSM4, raontre que la production et la s6cr6tion de la FHA tronqu6e n'affecte pas la 
production et la s6crdtion de la FHA naturelle et vice versa (Fig. 3). Le systeme de 
s6cr6tion ne semble done pas etre satur6 par Texpression du gbnc fliaB. 

IV. Identification du site de fixation a Theparine et purification de la FHA 
tronquee sur heparine-sepharose. 

La FHA de B, pertussis peut interagir avec Thdparine et fitre purifi6e sur h6parine- 
sdpharose (Menozzi et al^ 1991). Afin de savoir si cette interaction implique un site 
diffdreat de celui qui est responsable de la liaison de la FHA aux int^grines CR3 (Relman 
et al., 1990) ou^iie celui responsable de la liaison de la FHA k d'autres glycoconjugu6s 
(Prasad et al,, 1993), diffdrents fragments d'ADN recouvrant ensemble la totality de la 
region defhaB qui code pour la FHA mature ont 6x6 exprimds en fusion avec MalE (ime 
"maltose-binding protein") en utilisant le systfeme d*expression commercialism par New 
England Biolabs (Beverly, MA, USA). Les diff^rents fragments exprim^s en fusion 
avec le gfene codant pour MalE sont montr^ dans la figure 4. Toutes les prot^ines de 
fusion ont 6x6 purifi6es par chromatographic sur r6sine d'amylose au depart d*un lysat 
total obtenu apr&s sonication d'environ 600 ml de culture de Escherichia coli TGI 
transform^ par les diff6rents plasmides recombinants. 

Les pro twines recombinantes purififes sur amylose ainsi que MalE et la FHA 
purifife ont 6x6 chromatographides sur 3 ml d*h6parine-sepharose 6quilibr6s avec 100 ml 
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PBS ("Phosphate Buffered Saline"). 40 ml des diffdrents 6chantillons ont 6t6 
prdalablement ajustds a une concentration de 5 ^g/ml dans PBS + 5 mM maltose, ddpos^s 
sur la colonne d'h6parine s6pharose et lav6s avec PBS + 5 mM maltose. Les proi6ines 
fix6es ont alors 6x6 61u6es avec PBS + 0.5 M NaCl. La quantity des pro twines dans la 
fraction retenue et 61u6e avec PBS + 0.5 M NaCl et celle des prot^ines non retenues ont 
6i6 compart k celle des prot^ines totales d6pos6e sur la colonne. L*analyse par SDS- 
PAGE des diff^rentes fractions a 6Xj6 utilisfe pour confirmer que les prot^ines 
correspondent bien aux polypeptides de fusion attendus, Les r^sultats indiquent que 
seuleraent le fragment 2 (Fig. 4) code pour un polypeptide qui est significativement 
retenu sur h6parine-s6pharose. Puisque le fragment 1 (Fig. 4) ne code pas pour un 
polypeptide retenu sur h6parine-s6pharose et puisque ce fragment recouvre partiellement 
le fragment 2, ceci suggferc que la r6gion de la FHA qui interagit avec Th^parine est 
localis6e entre les r^sidus 441 et 863 si Ton considfere la numdrotation propos6e par 
Delisse-Gathoye et al. (1990). Cette region contient la plupart des "A repeats" et deux "B 
repeats" (Locht et al, 1993) sugg6rant que Tun ou plusieurs de ces "repeats" pourraient 
etie responsables de la liaison entre la FHA et Fh^parine. 

La FHA tronqute produite et s6crfit6e par la souche B. pertussis BPGR44 contient 
la totality de la region codfe par le fragment 2 (Fig. 4) et devrait done se lier i Th^parine. 
Le sumageant de culture de cette souche a done 6x6 chromatographic sur h6parine- 
s6pharose et 61u6 avec PBS + 0.5 M NaCl. L'analyse par SDS-PAGE et coloration au 
bleu de Coomassie des diffSrentes fractions prot6iques montre que la totality de la FHA 
tronqu6e produite et s6cr6t6e par la souche BPGR44 est retenue sur h6parine et peut etre 
purifi6e sur h6parine-s6pharose par une procedure identique k celle utilisCe pour la 
purification de la FHA naturelle (Menozzi et al., 1991). 

V, Production et secretion de peptides heterologues en fusion avec la 
FHA tronquee chez B. pertussis et purification sur heparine-sepharose 

Le systfeme efficace de sdcrttion de la FHA chez B. pertussis a ensuite 6t6 utilis6 
afm de s6cr6ter des peptides h6t6rologues chez cet organisme. Le peptide modfele utilise 



dans cet exemple est celui qui correspond k la region 190-211 de la glutathion-S- 
transf^rase de 28 kDa (Sm28GST) de Schistosoma mansoni (Xu, C.-B., Verwaerde, C, 
Gras-Masse, H., Fontaine, J., Bossus, M., Trottein, F., Wolowczuk, L, Tartar, A., et 
Capron, A. (1993) 7. Immun, 150, 940-949). Deux oligonucleotides synth^tiques avec 
la sequence suivante : 5' T AGGATCC GGGCCGGGGCCCGAAAATCTGTTAGCC 3', 
et 5* T AAGATCTC CCGGGCCCCGGGAAGGGAGTTGCAGG 3' ont 6t6 
phosphoryl6s par des m^thodes standard (Sambrook, J., Fritsch, E. F., et Maniatis, T. 
(1989) Molecular Cloning : A laboratory Manual, lihme Edition, Cold Spring Harbor 
Laboratories, Cold Spring Harbor, NY), et utilises pour amplifier par PCR la r6gion 
codant pour le peptide 190-21 1. Aprfes amplification, le fragment a €x£ dig6r6 par BamHl 
et Bgm et ins€v€ dans le site BamHl de pBG4, Les plasmides recombinants ont €i6 
analyses par restriction afin de savoir Torientation de Tinsert oligonucl6otidique. Un 
plasmide contenant I'insert oligonucl^otidique dans le sens de I'expression de la FHA, 
appel6 pNJl, a ensuite 6t€ purifi6 et a €\& introduit dans pertussis BPGR4 par 
61ectroporation. Cette souche recombinante est appelfe BPNJl et son sumageant de 
culture a €x& analyst par SDS-PAGE/coloration au bleu de Coomassie et Western blot en 
utilisant des anticorps polyclonaux dirig6s contre le peptide 190/21 1 de Sm28GST. Les 
r^ultats montrfe dans la figure 5 indiquent que la souche BPNJl s6cr&te efficacement le 
peptide 190/21 1 de Sm28GST en fusion avec la FHA tronqude et que ce peptide garde 
son antigenicity. 

Le sumageant de culture de la souche BPNJl a ensuite €t& chromatographic sur 
h6parine-s6pharose en presence de PBS. L'glution a €x€ r6alis6e dans PBS 0.5 M 
NaCL L'analyse par SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie montre que la 
totality de la prot6ine de fusion est retenue sur la colonne et peut etre 61u6e dans PBS + 
0.5 M NaCl. 

VI. Stabilite de pNJl dans B. pertussis BPNJl 

Afin de connaitre la stability de pNJl dans 5. pertussis BPNJl, la souche a 6t6 
incub6e en milieu solide en absence d'antibiotiques. Aprfes 4 jours d'incubation ii 37°C, 



22 

20 colonies ont 6i6 inocul6es sur milieu liquide avec et sans kanamycine. Aprfes 4 jours 
d'incubation k 3T'C, le comptage de colonies r6sisiantes k la kanamycine par rapport a 
celles qui ne sont pas resistantes a la kanamycine indique que toules les colonies avaient 
gard6 la resistance, montrant que pNJl est stable dans B. pertussis BPNJl en absence de 
pression selective. Le contenu en plasmide de 6 colonies resistantes a 6x6 analys6 par une 
methode rapide d*analyse (Baulard, A., Bertin, R, Dartois, V., et Locht, C, (1994) 
Meth, MoL Cell Biol 4, sous presse) et le r6sultat montre que toutes les 6 colonies 
contenaient le plasmide pNJl. 

Cinq souris OFl ont ensuite 6\& infectdes par voie nasale avec B. pertussis 
BPNJl. Environ 10^ cfu ("colony forming units") par souris ont 6t6 instill6es 
nasalement. Aprfes 7 jours, les poumons de ces souris ont 6x6 pr61ev6s et les 5. pertussis 
contenus dans les poumons ont 6x6 6tal6s sur milieu solide avec ou sans kanamycine. 
Aprfes 4 jours de culture k 37°C, le nombre de bact6ries h^molytiques et r&istantes k la 
kanamycine a 6x6 compare au nombre de bact^ries h6molytiques et non rdsistantes k la 
kanamycine. Le r^sultat montre qu'environ 95 % des bacteries avaient perdu la r&istance 
k la kanamycine. 

Ensemble, ces rdsultats montrent que pNJl est trfes stable dans B. pertussis in 
vitro mais est relativeraent instable in vivo. 

VII. Construction de la souche Bordetella pertussis BPGR5, produisant 
la Sm28GST de S. mansoni en fusion avec la FHA. 

Afin de savoir si une prot6ine h6t6rologue peut Stre produite en fusion avec la 
FHA entifere, un fragment contenant TADNc complet de la Sni28GST muni de son codon 
de fin de traduction a 6x& fusionn6 au cadre de lecture du ghn^fhoB de fa?on k ce que ce 
cadre soit interrompu juste derrifere I'insertion du gfene codant pour la Sm28GST. Un 
fragment BglH de 0,68 kb contenant TADNc de la Sm28GST a 6x& amplifid par PGR k 
partir du clone TGIO, un d6nv6 du phage lambda gtlO (Pierce, R., Khalife. J., 
Williams, D., Kanno, R., Trottein, F., Lepresle, T., Sabatier, J., Achstetter, T., et 
Capron, A., soumis pour publication) en utilisant les oligonucleotides suivants : 5* 
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TAAGATCTCCATGGCTGGCGAGCAT 3' et 5' TAAGATCTCCGAGCTTTCTGTTG 
3\ Aprds digestion du fragment amplifi6 par I'enzyme BglU il a 6x6 clone dans le 
plasmide pRm3202 (Delisse-Gathoye era/., 1990) pr6alablement dig6r6 par BglU et 
d6phosphoryl6. Le plasmide recombinant est appel6 pUC8-A. Aprfes digestion de pUC8- 
A par EcoRl, le fragment de 10,68 kb est ins6r6 dans le site EcoRL du plasmide 
mobilisable pGR5, un d6riv6 du plasmide pSS1129 portant les regions flanquantes 5' et 
3* du gbnc JhaB O^ht et aL, 1992). Le plasmide resultant (appel6 pGR53) est transf^r^ 
dans la souche mobilisante E. coli S17-1 pour la conjugaison avec B. pertussis (Simon, 
R., Priefer, U., et Puhler, A. (1983) Bio/Technology 1, 784-791). 

Pour introduire la construction g6n6tique de fa^on dirigde au locus 
chromosomique fhaB^ la souche E, coli S17-l(pGR53) est crois6e avec B. pertussis 
BPGR4. Cette souche 6iml d^pourvue de la majority du g^ne de structure fhaB, les 
6v6nements de double recombinaison homologue sont forces au niveau des regions 
flanquantes de ce gfene. Apr6s conjugaison, les deux 6v6nements de recombinaison sont 
s61ectionn6s successivement sur des milieux s61ectifs comme d6crit pr6c6demment 
(Antoine, R., et Locht, C. (1990) Infect. Immun. 58, 1518-1526). 

Bri^vement, E. coli S17-l(pGR53) (SmS, GenR NalS) est crois6e sur un milieu 
solide de Bordet-Gengou (BG) avec B. pertussis BPGR4 (SmR, GenS, Nal^). Apr^ 6 
heures de conjugaison, les transconjuguants sont sdlectionn6s sur un milieu s61ectif (BG 
+ Gentamycine + Acide Nalidixique). La r6sistance h la gentamycine est amende par le 
plasmide pGR53 et ceUe ^ Facide nalidixique est portfe par le chromosome de la souche 
B. pertussis BPGR4. Environ 50 colonies isol6es sont ensuite purifi6es sur le milieu BG 
+ Gentamycine + Acide Nalidixique. Afin de determiner quel clone Gen^ a bien int^gr^ 
le plasmide pGR53, les transconjuguants sont d6pos6s en r^plique sur le milieu s^lectif 
BG + Streptomycine, puis BG + Gentamycine + Acide Nalidixique. Les colonies ayant 
int^grfi le plasmide pGR53 sont sensibles k la streptomycine (le caract^re de sensibility ^ 
la streptomycine 6tant dominant sur celui de la resistance). Les transconjuguants 
Gen^SmS sont alors ^tal^s sur le milieu s61ectif BG + Streptomycine pour s61ectionner le 
second 6v6nement de recombinaison correspondant ^ I'excision du plasmide int^gre. Si 
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ce "crossing-over" se realise au meme endroit que la premiere fois, on retrouve la 
construction initiale correspondant h la souche BPGR4. Si le second "crossing-over" a 
lieu dans TauU-e r6gion recombinogdne, la construction est intdgr6e dans le genome de B, 
pertussis. L'excision du plasmide ayant apport6 la construction est contr616e par 
Tapparition du ph6notype Sra^ GenS. 

Les clones candidats r6sistants k la streptomycine et pbrtant Tdchange all61ique 
voulu sont identifies par hybridation sur colonies avec une sonde correspondant au 
fragment BglR de 0,68 kb ddcrit plus hauL L*int6grit6 chromosomique h la jonction des 
regions flanquantes est confirmfie aprfes analyse de TADN g6nomique par Southern blot 

L'antigdnicite de la prot6ine de fusion h6t6rologue a 6t6 mise en 6vidence par 
I'analyse en Western blot aprfes separation par SDS-PAGE en utilisant un gel de 10%. La 
fraction prot^ique issue du sumageant de culture et celle associ^e aux cellules, aprfes 
croissance des bacteries recombinantes en culture liquide dans du milieu Stainer-Scholtes 
ont 6x6 analys6es. La prot6ine de fusion est identifife dans les fractions prot6iques avec 
des anticorps polyclonaux dirig^s centre la FHA, des anticorps monoclonaux dirig6s 
contre la FHA (Delisse-Gathoye etaL, 1990), des anticorps polyclonaux de rat dirigfe 
contre la FHA tronqude, des anticorps polyclonaux de lapin dirigds contre la Sm28GST 
et des anticorps polyclonaux de rat dirig6s contre le peptide 190-211 de la Sm28GST. 
Les anticorps anti-FHA ont 6t6 pr6alableraent 6puis6s contre un lysat total de la souche de 
B. pertussis BPGR4 tandis que les anticorps anti-Sm28GST ont 6x6 6puis6s contre un 
lysat total de la souche B. pertussis BPSM. 

La proteine de fusion est mise en Evidence dans la fraction prot6ique associte aux 
cellules de la souche BPGR5 ou une bande prot^ique (doublet) d*une taille l^gferement 
sup6rieure k la FHA rfiagit k la fois avec des anticorps anti-FHA (fig. 6) et des anticorps 
anti-Sm28GST (fig. 7). La fusion g6n6tique est done bien exprimte dans ce nouveau 
systfeme d'expression hdterologue. Des produits de degradation (caract^ristiques de la 
FHA) sont 6galement observes dans la fraction prot6ique associ6e aux cellules. 
Cependant, aucun polypeptide n'est immunod6tect6 dans le sumageant brut de culture. 



indiquant que la protdine de fusion n'est pas produite efficacemenl sous une forme 
secr6tee. 

Quand la souche B. pertussis BPGR5 est cultivde pendant plus de 48 heures et 
que le sumageant de cette culture en phase stationnaire est concentre sur une colonne 
d'h6parine-s6pharose, un produit de s6cr6tion est detectable (fig. 8). II correspond k un 
produit cliv6 de la prot6ine de fusion puisqu*il ne rfagit qu'avec les anticorps anti-FHA et 
pas avec les anticorps anti-Sra28GST. n parait done vraisemblable que dans cette 
construction la portion de la molecule Sra28GST ins^rfe k rextrfimit^ de la FHA mature 
incomplete reste accrochfe du cote interne de la membrane exteme de la bactdrie puisqu'il 
n'est pas possible de relarguer la prot^ine de fusion corapldte dans le sumageant de 
culture. 

VIII, Construction de la souche B. pertussis BPGR6, produisant une 
Sm28GST tronquee de 5. mansoni en fusion avec la FHA. 

Pour mieux exposer Tantig&ne h6t6roiogue, il nous a sembl6 plus judicieux de 
conserver la region de la FHA en aval de Tinsertion de la mol6cule Sm28GST pour ainsi 
exprimer Tenti^rete du pr6curseur et favoriser Texportation de la prot^ine de fusion k 
travers les deux membranes de B. pertussis. Pour cette raison, le cadre de lecture du 
gbxM^fluiB est conserve apr^ Tinsertion de Tantigfene ou du peptide h6t6rologue dans les 
constructions suivantes. 

Pour la construction de la souche B. pertussis BPGR6, nous avons utilis6 un 
fragment contenant les trois-quarts de TADNc de Sm28GST de teUe sorte que le cadre de 
lecture dc fhaB soit maintenu apr^s Tinsertion du gdne codant pour une Sm28GST 
tronqu6e par d616tion de Textr^mitd C-terrainale du g6ne. Le gene codant pour la 
Sm28GST tronqu6e correspond au fragment BglH-BcH de 0»5 kb. Ce fragment a 6x6 
isol6 k partir du fragment BgHl de 0.68 kb et digestion par Bgia et BcH. Le fragment de 
0.5 kb a ensuite 6x6 ins6r6 dans le plasmide pRm3202 (Delisse-Gathoye et a/., 1990) 
dig6r6 par BglH et BcH 61iminant ainsi 0,1 kb du cadre de lecture de fltaB. Le plasmide 
ainsi obtenu est appel6 pUC8-F. Le fragment Eco^ de 10,4 kb a ensuite 6x6 isol6 de 
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pUC8-F, ins6r6 dans pGR5 (Lochi et al. 1992) pr6alablement diger6 par EcoKL Le 
plasmide pGR54 r&ultant est ensuite introduit dans la souche £. coli SI 7-1. 

La souche E. coli S17-l(pGR54) est alors crois^e avec B. pertussis BPGR4 afm 
d'int^grer la construction dans le locus fhaB chromosoraique comme d6crit dans 
rexemple VII. Aprfes selection des deux 6v6nements de recombinaison et analyse par 
Southern blot, la souche B. pertussis BPGR6 est retenue. Cette souche est done un 
d€n\€ de B. pertussis BPSM avec une d^l^tion de 0.1 kb dans le g^nc fhaB et Tinsertion 
chroraosomique k cet endroit du g^ne codant pour la Sm28GST tronqu^e. 

La prot^ine de fusion est mise en Evidence dans la fraction prot^ique assocife aux 
cellules de la souche BPGR6 ou une bande prot^ique d'une taiUe 16g6rement sup^rieure k 
la FHA r6agit k la fois avec des anticorps anti-FHA (fig. 6) et des anticorps anti- 
Sm28GST(fig. 7) mais de fa?on moindre par rapport k la souche BPGR5. Par contre, 
quand le sumageant d'une culture en phase stationnaire de la souche BPGR6 est 
concentr6 sur h6parine-s6pharose, un produit de s6cr6tion r6agit k la fois avec les 
anticorps anti-FHA et anti-Sm28GST (fig. 7 et 8), ddmontrant done que la protdine de 
fusion est s6cr^tfe de BPGR6 et/ou pr6sent6e k la surface de la bact^rie, du c6t6 ext^rieur. 
La s6cr^tion de la prot^ine de fusion complete reste peu efficace puisque le produit s6cT6t6 
est majoritairement clivd, comme observe d&jk pour la souche BPGR5. 

IX. Construction de la souche Bordetella pertussis BPGR60, produisant 
une Sm28GST modifiee de S, mansoni en fusion avec la FHA. 

La Sm28GST contient une cysteine 6ventuellement capable de former un pont 
disulfure. Or. la presence de ponts disulfure peut Stre un facteur limitant dans 
Texportation efficace de prot^ines dans le sumageant de culture de bact^ries gram 
negatives (Klauser. T., Pohlner, J., et Meyer, T. F. (1990) EMBO J, 9, 1991-1999; 
Klauser, T., Pohlner, J., et Meyer, T, F, (1992) EMBO 7. 11, 2327-2335). Nous 
avons done tent6 de produire une prot^ine de fusion entre la FHA et une Sm28GST dont 
le codon TGC codant pour la cysteine (en position 140 dans la prot^ine) a €\& remplacd 
par le codon AGC codant pour une serine et ou le codon stop de traduction a €x& 61imin6, 



La construction resuliante est done telle que le cadre de lecture defhoB est maintenu apres 
rinsertion du gene Sm28 modifie. 

Le fragment BglU-Sall du g^ne codant pour la Sm28GST modifi^e au niveau du 
codon cysteine a 6x6 amplifi^ par PGR ("polymerase chain reaction"), a Taide d'amorces 
spdcifiques compl6mentaires de ces deux regions du g6ne. Les sequences des 
oligonucleotides utilises comme amorces d'amplification sont pr6sentfes ci-dessous : sont 
oligo 5' : 5' TAAQGATCCCCATGGCTGGCGAGCATATCAAG 3' et oUgo 3' : 
5' CC TGTCGACC CTTTCAGAGATTCGCTGATCATATTGAG 3\ Le produit de 
0,44 kb de la PGR a 6td dig6r6 par PstI et Sail et le fragment de 0,28 kb a 6i6 clon6 dans 
le plasraide pUC7-28 pr6alablement dig6r6 par Pstl-Sall, ce qui g6n6re pUC7-28*. Le 
plasmide pUC7-28 est un d^riv^ de pUC7 dig6r6 en SamHI (Elimination des sites Pstl et 
Sail internes dans pUC7) et ligu6 avec le fragment BamYil de 0,64 kb provenant de 
TampliTication par PGR de TADNc entier codant pour la Sm28GST. Cette amplification 
par PGR a 6t6 r^alisEe avec les oligonucleotides suivants : oligo 5* : 5' 
T A A G G A T GG C CATGGCTGGGGAGC AT ATG A AG 3 ; oligo3* : 5* 
TAA GGATGGC GAAGGGAGTTGGAGGGGTGTT 3\ Les sequences des linkers 
fiamHI ont 6\& choisies de telle manifere que ces sites de restriction sont compatibles de 
chaque c6t6 avec la phase de lecture conmiengant au site BgUl du gfene JhaB. Le fragment 
BamUl du plasmide pUC7-28* est done isoie et clon6 au site BglH du plasraide 
pRm3202, ce qui gdnfere le plasmide pUC8-928*. Ce plasmide est ensuite dig6r6 par 
£c£?RI et le fragment EcoBl est introduit dans le plasmide pGR5 dig6r6 auparavant par 
EcoRl, Le plasmide pGR540 resultant est ensuite introduit dans la souche d'E, coli S17- 
1. 

La souche E, coli S17-l(pGR540) est alors crois& avec B, pertussis BPGR4 afin 
d'int^grer la construction dans le locus PiaB chromosomique comme d^crit dans 
Texemple VII. Aprte selection des deux 6v6nements de recombinaison et analyse par 
Southern blot, la souche B. pertussis BPGR60 est rctenue. Cette souche est done un 
d6nv6 de B. pertussis BPSM contenant au niveau du site BglQ du gtne fhaB rinsertion 
chromosomique du g6ne codant pour la Sm28GST modifide. 
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Dans la souche B, pertussis BPGR60, la prot^ine de fusion est bien visuaiis6e 
dans la fraction prol6ique associ^e aux cellules, ou une bande prot^ique r6agit h la fois 
avec des anticorps anti-FHA (fig. 9) et des anticorps anti-Sra28GST (fig. 10), Dans le 
sumageant brut, des polypeptides r6agissant seulement avec les anticorps anti-FHA sent 
observes (fig, 9). Quand le sumageant d'une culture en phase stationnaire de cette souche 
BPGR60 est concentr6 sur h6parine-s6pharose, un produit de s6cr6tion r6v616 k la fois 
avec les anticorps anti-FHA et anti-Sm28GST est mis en Evidence, Cette reconnaissance 
est tr6s semblable k celle de la souche BPGR6. La prot^ine de fusion est done s6cr6x6o 
et/ou pr6sent6e k la surface de la bact^rie, du cdt6 ext^rieur. Toutefois, la s6cr6tion de la 
prot6ine de fusion coraplfete reste peu efficace et Ik encore, le produit s6cr6t6 est 
majoritairement cliv6. 

X. Etude de la colonisation de la souche recombinante B. pertussis 
BPGR60 chez la souris apres administration par voie nasale. 

Afin d*6tudier la colonisation de la souche recombinante BPGR60 chez la souris 
OFl (souche non pure, souris femelles ag6es de 4 semaines), 5x10^ bact^ries en 
suspension dans du PBS (cellule grattfes d'une culture sur milieu solide, Bordet Gengbu 
avec du sang d6fibrin6 de mouton (BG); Bordet, J., et Gengou, O. (1906) Ann. Inst. 
Pasteur (Paris) 20, 731-741) 6taient instiUdes nasalement k raison de 25 |il par narine, 
sous anesthdsie au pentobarbital. Les poumons de 4 k 7 souris 6taient pr61ev6s 3 heures 
apr^ injection, puis k 7, 14, 21, et 28 jours aprfes injection. Les poumons dtaient alors 
horaog6n6is6s dans 5 ml de PBS, puis les bact^ries comptfes apr^ 6talement des broyats 
sur milieu solide BG contenant 100 Jig/ml su-eptomycine et 25 ng/ml acide nalidixique 
(BGS100N25). 

Comme Tindique la figure llA (ronds pleins), une colonisation au niveau des 
poumons est observfie jusqu'au septifeme jour, puis est suivie par une chute jusqu'au 28 
ifeme jour ou la quasi totality des bact^ries a 6x6 61imin6e. La cin6tique de colonisation de 
BPGR60 est similaire k celle observ6e avec la souche sauvage BPSM (carr6s vides) k cela 



pres que cette demiere dans cette experience n'eiait pas totalement 61immee 28 jours apres 
rinstillation. 

Dans le cas ou les souris ont rcfu prdalablement la souche BPGR60 et refoivent 
ensuite la souche virulente BPSM, la souche sauvage ne pr^sente plus de phase de 
croissance, et son dlimination se trouve alors acc^l^rte (triangles pleins). 

La colonisation de la souche BPGR60 a 6galement 6t6 6tudi6e chez la souris ayant 
6i6 infect6e auparavant par la souche sauvage Tohama 1. Ainsi, 28 jours aprfes 
rinstillation de Tohama I, les souris recevaient une dose de BPGR60, et le nombre des 
bact^ries contenues dans leur poumons a 6x6 6valu6. Dans ce cas, aucune phase de 
croissance de la souche BPGR60 n*est observ6e dans les 7 jours qui suivent 
Tadministration (figure IIB, triangles pleins). Par contre, la chute du nombre de 
bact^ries au cours du temps 6tait plus rapide que celle observ^e 7 jours aprfes 
Tadministration de BPGR60 chez la souris naive- 

Ces r^sultats indiquent done que la souche recombinante se comporte in vivo 
comme la souche sauvage et qu'une primo-infection par Tune des deux souches empeche 
la colonisation efficace des muqueuses respiratoires par Tautre souche. 

XI. Etude de la production de cytokines inflammatoires consecutive a 
r administration nasale de la souche recombinante B. pertussis BPGR60 
chez la souris OFl. 

La presence de certains micro-organismes ou meme de micro-particules peuvent 
provoquer au niveau des muqueuses pulmonaires, des r6actions inflammatoires li6es k la 
presence de cellules capables de produire, apr&s stimulation, des facteurs comme le 
"txraior necrosis factor" (TNF alpha) ou rinterleukine-6 (11-6). Ces deux cytokines sont 
g6n6ralement produites localement et sont dosables dans les lavages broncho- alv6olaires. 
Dans certains cas graves, ces facteurs peuvent Stre d6cel6s dans le s6nmi. 

De la meme fagon que pr6c6demment, 5x10^ bact6ries de la souche recombinante 
BPGR60 en suspension dans du PBS (cellule gratt^ d'une culture sur milieu solide 
BGS100N25) 6taient instill6es nasalement chez la souris OFl k raison de 25 ^il par 
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narine, sous anesthdsie au pentobarbital. Des souris recevant des particules de silice ou 
du PBS diaienl utilis6es comme temoins. Apres 3, 6, 24 heures, puis 3 et 7 jours, la 
saignte et le lavage broncho-alv6olaire dtaient proc6d6s (5 souris par point). 

Alors qu'aucune trace de TNF alpha et d'IL-6 n'6taient d6cel6e dans le sang 
circulant raeme au deli de 7 jours, des quantitds significatives des deux cytokines 6taient 
trouvfes dans les lavages broncho-alv6olaiies (figure 12). 

La production de TNF semblait etre immediate puisque, dhs trois heures aprfes 
injection, le taux maximal de s6cr6tion 6tait atteint Stable jusqu'k 6 heures au moins 
api^ injection, la quantity de TNF alpha 6tait pratiquement nuUe 24 heures apr&s et restait 
ndgligeable jusqu'au 7i6me jour. 

La production d*IL-6, tr6s faible les trois premiers jours, augmentait fortement le 
3i6me jour, puis revenait k un taux normal au septifeme jour. 

n semble done que I'administration de BPGR60 induit une reaction inflammatoire 
localis6e, qui est mise en 6vidence par I'augmentation de TNF et dlL-6. Cette 
augmentation de la sdcrfition de cytokines inflammatoircs 6tait passagfere puisque, 7 jours 
aprfes instillation, les taux normaux de ces cytokines au niveau des poumons 6taient 
retrouv6s. 

XII. Reponse immune apres administration de la souche recombinante B. 
pertussis BPGR60 par voie nasale chez la souris OFl. 

Les souris femelles OFl de 4 semaines recevaient 5x10^ bact6ries en suspension 
dans du PBS (cellule grattfes d'une culture sur milieu solide BGS100N25) ^ raison de 25 
III par narine, sous anesth&ie au pentobarbital La reponse immune 6tait 6valu6e dans le 
sang et les liquides broncho-alv6olaires 28, 35, 42, 49 et 56 jours aprts administration, 
Au 56 feme jour une partie de ces souris ^taient alors restimulfc par une nouvelle injection 
de la souche BPGR60 (memes conditions) ou soit par 20 |Xg d'antigfene recombinant 
purifi6 (Sm28GST produite chez E, coli\ par voie nasale. La reponse immune 6tait alors 
analysde aux jours 70, et 77. Cette reponse immune 6tait compar6e soit k celle de souris 
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saines elevdes dans les memes conditions, soil a celle de souris n'ayani re?u que 
I'antig&ne recombinant seul. 

Les rfisultats obtenus nous indiquent qu'aucune r^ponse s6rique n'6tait obtenue 
contre Tantigene Sm28GST chez les souris ayant re^u une injection par voie nasale de 
BPGR60. Par contre, une forte r^ponse dans le s6rum 6tait observ6e contre la FHA. 
Cette r^ponse, observable dbs 28 jours apr^s radministration, 6tait maximale aprfes 42 
jours et pr6sentait un plateau jusqu'au moment du rappel (Jour 63), 

Par contre, lors de Tanalyse de la r6ponse s6cr6totre (IgA) dans les lavages 
broncho-alvdolaires, nous avons pu mettre en Evidence une rdponse anti-Sm28GST qui 
6tait maximale 42 jours apr^ Tadministration unique de la souche recombinante (Fig. 
13). Cette r^ponse diminuait k partir du jour 49 et restait detectable au jour 56, En 
parall^le, une rdponse anti-FHA 6tait aussi trouvte indiquant une forte production d*IgA 
sp6cifique dds le 28 ifeme jour et maximale au 42 ifeme jour. 

Le rappel avec la souche BPGR60 ou la prot^ine recombinante Sm28GST ne 
provoquait pas de changements significatifs de la quantity dlgA s6cr6toire anti FHA 7 
jours aprds la seconde administration malgr6 une 16g6re augmentation. Au jour 77 (14 
jours apr&s le rappel) le taux d*anti FHA diminuait dans les deux groupes. 

Par contre le rappel par BPGR60 induisait, 7 jours apnfes, une augmentation de la 
quantity d'anticorps s6cr6toires sp6cifiques de la Sm28GST qui diminuait 14 jours aprfes. 
Le rappel avec la prot6ine recombinante provoquait tme forte augmentation du taux dlgA 
s6cr6toires sp6cifiques, plus importante que celle obtenue avec la souche BPGR60, mais 
assez h6t6rog6ne. Cette augmentation dlgA anti Sm28GST n'6tait pas durable puisque 
dbs 14 jours, ce taux chutait et retrouvait les valeurs obtenues juste avant le rappel. 
Aucune production d'anticorps IgA anti Sm28GST ou anti FHA n'6tait d6tect6e dans les 
s6cr6tions broncho-alv6olaires de souris n*ayant regu que la Sm28GST au moment du 
rappel. 

L'administration par voie nasale de la souche BPGR60 exprimant la Sm28GST 
est done capable d'induire une r^ponse immune s6cr6toire vis-i-vis de cet antig&ne, Cette 
r6ponse anticorps peut Stre amplifiee par le rappel soit avec la souche recombinante, soit 



avec la Sm28GST seule. Ce mode de vaccination pourrait etre sans doute am^liord en 
difKrant le temps 6coule entre Timmunisation et le rappel (exemple ; 90 jours au lieu de 
56). Les quantit6s de bact6ries et la dose de prot6ines peuvent etre consid6r6es comme 
optimales. 

FIGURES 

Figure 1. Analyse par SDS-PAGE et coloration au Bleu de Coomassie des sumageants 
de culture des souches B. pertussis BPSM, BPGR4 et BPGR41. Les marqueurs de taille 
et les sumageants de culture non concentr6s des trois souches de B. pertussis ont 6i6 
d6pos6s sur gel de SDS-polyacrylamide. Aprfes ^lectrophottse, le gel a 6t6 color6 au 
Bleu de Coomassie comme d6crit par Sambrook etai (1989). Les poids mol6culaires 
des marqueurs de taille sont montr^s dans la marge. 

Figure 2. Analyse par 61ectrophor&se (A) et Western blot (B) des sumageants de 
culture des souches B. pertussis BPGR41, BPGR413. BPGR48, BPGR44, BPGR412, 
BPGR415, BPGR4 et BPSM. Aprfes 61ectrophor6se, le gel a 6x6 colors au Bleu de 
Coomassie comme d6crit pour la figure 1 (A) ou transfi£r£ sur membrane de nitrocellulose 
et analyst par Westem blot comme d&rit par Delisse-Gathoye et al. (1990) k Taide d'un 
anticorps polyclonal anti-FHA de rat ^ une dilution de 1/1000. La carte des constructions 
qui sont k la base des diff^rentes souches est montr6e en C. et repr6sentent 
respectivement le premier et deuxi&rae site Ec^?RI du ghn^ fliaB (Delisse-Gathoye et al, 
1990). 

Figure 3. Analyse par 61ectrophordse (A) et Westem blot (B) des sumageants de 
culture des souches B, pertussis BPSM, BPGR4, BPMC, BPGR44, BPGM47, 
BPMC4, BPT04 et B. parapertussis PEP4. Apr&s 61ectrophorfese, le gel a &\£ color6 au 
Bleu de Coomassie comme ddcrit pour la figure 1 (A) ou analyst par Westem blot en 



utilisant I'antisdrum anti-FHA de rat a une dilution de 1/500 (B) comme decrit pour la 
figure 2. 

Figure 4. Carte de restriction des diff^rents fragments d'ADN exprim6 en fusion avec 
le gdne codant pour MalE. La ligne noire en haut montre la longueur de la portion de 
fhaB qui code pour la FHA mature. N et C d^signent respectivement les regions amino- 
et carboxy-terminales. La ligne noire au milieu montre la longueur de la phase ouverte de 
lecture de fhaB. E, EcoRI; Sp, Sphl\ S, Sall\ B, BamUh Les flfeches montrent la 
longueur des fragments exprim^s et leur direction d'expression. 

Figure 5* Analyse par Western blot des surnageants de culture des souches B, 
pertussis BPSM, BPGR44, BPGR4 et BPJNl. Aprfes 61ectrophor6se, les gels ont €x& 
analyses par Western blot comme ddcrit pour la figure 2 en utilisant Tantiserum anti-FHA 
de rat a une dilution de 1/500 (A) ou un anticorps anti-peptide 190-21 1 de Sm28GST de 
rat a une dilution de 1/250 (B). La piste de gauche du gel (B) contient la Sm28GST 
recombinante purifide. 

Figure 6. Analyse par Western blot des surnageants de culture et des protdines 
associ^es aux cellules des souches B, pertussis BPSM, BPGR4, BPGR5 et BPGR6. 
L'analyse par Western blot des prot^ines issues des surnageants de culture (pistes 5^8) 
ou de fractions prot^iques assocides aux cellules (pistes 1 ^ 4) des diff^rentes souches de 
B. pertussis BPSM (pistes 1 et 5), BPGR4 (pistes 2 et 6), BPGR5 (pistes 3 et 7) et 
BPGR6 (pistes 4 et 8) a 6t6 r6alis6e comme decrit pour la figure 2 en utilisant Tanticorps 
monoconal anti-FHA 12,1.9 (Delisse-Gathoye etaL, 1990). 

Figure 7. Analyse par Western blot des surnageants de culture et des prot^ines 
associ6es aux cellules des souches B. pertussis BPSM, BPGR5 et BPGR6. L'analyse 
par Western blot des prot^ines issues des surnageants de culture et purifi6es sur matrice 
d*h6parine-s6pharose (pistes 4 a 6) ou de fractions prot^iques assocides aux cellules 
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(pistes 1 a 3) des diffdrentes souches de B, pertussis BPSM (pistes 1 et 4), BPGR5 
(pistes 2 et 5) et BPGR6 (pistes 3 et 6) a 6i€ r6alis6e comme d6crit pour la figure 2 en 
utilisant un antiserum anti-Sm28GST de lapin dilu6 200 fois. 

Figure 8. Analyse par Western blot des sumageants de culture purifies sur colonne de 
h6paiine-s6pharose des souches B. pertussis BPSM, BPGR5 et BPGR6. L'analyse par 
Western blot des prot6ines issues des sumageants de culture et purifi^es sur matrice 
d'h6parine-s6pharose des souches de 5. pertussis BPSM (piste 1), BPGR5 (piste 2) et 
BPGR6 (piste 3) a 6t6 r6alis6e comme d^crit pour la figure 2 en utilisant I'anticorps 
monoclonal anti-FHA 12.1.9 (Delisse-Gathoye etai, 1990). 

Figure 9. Analyse par Western blot des sumageants de culture et des prot6ines 
associ^es aux cellules des souches B. pertussis BPSM et BPGR60. L'analyse par 
Western blot des prot6ines issues des sumageants de culture (pistes 1 et 3) ou de 
fractions prot6iques associ6es aux cellules (pistes 2 et 4) des souches B. pertussis BPSM 
(pistes 3 et 4), BPGR60 (pistes 1 et 2) a 6x6 r6alis6e comme ddcrit pour la figure 2 en 
utilisant I'anticorps monoclonal anti-FHA 12.1.9 (Delisse-Gathoye etaL, 1990). 

Figure 10. Analyse par Western blot des sumageants de culture et des protfiines 
assocites aux cellules des souches B. pertussis BPSM et BPGR60. L'analyse par 
Western blot des prot^ines issues des sumageants de culture (pistes 1 et 3) ou de 
fractions prot6iques assocides aux cellules (pistes 2 et 4) des souches B. pertussis BPSM 
(pistes 1 et 2), BPGR60 (pistes 3 et 4) a 6x& r6alis6e comme d6crit pour la figure 2 en 
utilisant un antiserum anti-Sm28GST de lapin. La piste 5 contient la Sm28GST 
recombinante purifite. 

Figure 11. Colonisation de souris OFl par B, pertussis BPGR60 et Tohama I. Les 
souris OFl ont 6t6 infectdes par voie nasale avec les souches B. pertussis Tohama I 
(carr6s blancs), BPGR60 (ronds noirs), BPGR60 et puis Tohama I (uiangles noirs en A) 



ou Tohama I et puis BPGR60 (triangles noirs en B). Trois heunes aprfes Tinfection, une 
serie de souris a 6x6 sacrifice et le nombre de B. pertussis viables estim6 par poumon. 
Les autres groupes de souris ont 6t6 analyses une ou plusieurs semaines apr^s infection 
comme montr6 sur la figure. 

Figure 12. Dosage de TNF et 11-6 des souris infectfes par B. pertussis BPGR60. 
TNF (A) et 11-6 (B) ont 6i6 dos6es chez les souris non-infectfes (saines) ou infect&s par 
B. pertussis BPGG-60 3 hrs, 6 hrs, 1 jour, 3 jours ou 7 jours apr^ infection. 

Figure 13. Dosage dig A anti-Sm28GST et anti-FHA dans les lavages 
bronchoalvfiolaires des souris OFl infecttes par B. pertussis BPGR60. Les souris OFl 
ont 6x6 infectdes avec B. pertussis BPGR60 par voie nasale. Apn&s infection, aux jours 
indiqu6s sur la figure, des groupes de souris ont 6x6 sacrifi6s et les IgA anti-Sm28GST 
(A) et anti-FHA (B) de leur liquide bronchoalv6olaires ont 6x6 dos^s. Au jour 56 (en A) 
ou 63 (en B), 20 ^tg de Sm28GST (triangles noirs) ou une nouvelle dose de B, pertussis 
BPGR60 (carr^s noirs) ont 6x6 administr^s par voie nasale. 
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REVENDICATIONS 



1. ADN recombinant contenant une sequence (1) 
codant pour un polypeptide heterologue vis-a-vis d'une 
hemagglutine filamenteuse de Bordetella (FHA) 
fusionnee dans le meme cadre de lecture a une sequence 
(2) placee en amont de la premiere, cette sequence (2) 
codant pour une partie au moins du precurseur de la 
FHA, cette partie comportant au moins la region N- 
terminale d'une proteine mature tronquee de FHA qui 
contient le site d ' interaction de la FHA avec 
I'heparine, d'une part, et qui, lorsque celle-ci est.^ 
elle-meme placee, seule, sous le controle d'un 
promoteur reconnu par les polymerases cellulaires de 
B> pertussis et introduite dans une culture de cellules ' 
de B, pertussis , est exprimee dans cette culture sous 
le controle de ce promoteur et excretee dans le milieu 
de culture de ces cellules, d" autre part. 

2. ADN recombinant selon la revendication 1, 
caracterise en ce que la FHA est une FHA de 
B. pertussis > 

3. ADN recombinant selon la revendication 1 ou 
2, caracterise ieri ce que la sequence (2) code pour la 
proteine mature de FHA. 

4. ADN recombinant selon la revendication 1 ou 
2, caracterise en que la sequence (2) resulte d'une 
troncature de la sequence codant pour la proteine 
mature FHA du cote de son extremite C-terminale. 

5. ADN recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il comporte 
en outre une sequence (3) en aval de la sequence (1) , 
cette sequence (3) correspondant pour I'essentiel a la 
partie tronquee de la proteine mature, de preference 
completee par la sequence signal du precurseur. 



6. ADN recombinant selon l»une quelconque des 
revendications 1 a 4 , caracterise en ce que la 
sequence (2) comporte les signaux d" excretion de la 
sequence codant pour la FHA et la region N-terminale 
homologue aux regions N-terminales des hemolysines 
ShlA et HpnA de Serratia marcescens et Proteus 
mirabilis . 

7. ADN recombinant selon la revendication 4 ou 

6, caracterise en ce que 1' extension de la sequence 
(2) du cote de son extremite C-terminale ne va pas 
au-dela de la longueur qui ferait que la 
transformation de B. pertussis avec cet ADN recombinant 
alors place sous le controle d'un promoteur 
susceptible d'etre reconnu par B> pertussis ne permette 
plus 1' excretion directe de la proteine recombinante 
alors formee dans le milieu de culture de ce 
B. pertussis . 

8. ADN recombinant selon la revendication 6 ou 

7, caracterise en ce que la sequence (2) s'etend entre 
I'ATG correspondant au codon d' initiation de la 
traduction de la FHA a un nucleotide C-terminal au 
dela du nucleotide 9 07 dans la direction de la 
traduction et de preference non au dela de la position 
6922. 

9. ADN recombinant selon la revendication 8, 
caracterise en ce qu'il ne reagit plus avec des 
anticorps anti-FHA plus particulierement diriges 
centre les epitopes de la partie C-terminale de la FHA 
mature, situes au dela du site nucleotidique 2841 dans 
le sens de la traduction. 

10. ADN recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 8 , caracterise en ce que le 
polypeptide code par la sequence (2) contient au moins 
un site specif ique d • attachement de la FHA aux 
muqueuses . 
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11. ADN recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterise en ce que la 
sequence (1) code pour un polypeptide ayant des 
proprietes vaccinantes vis-a-vis d'un agent pathogene 
donne. 

12 • ADN recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 11, caracterise en ce qu'il 
contient egalement un promoteur reconnu par les 
polymerases d'une cellule transformable avec un 
vecteur contenant I'ADN recombinant en question et 
autorisant I'expression des sequences (1) et (2), des 
lors que se trouve egalement exprime dans cette 
cellule un gene auxiliaire du type FHAc* 

13. ADN recombinant selon la revendication 12,' 
caracterise en ce que le promoteur est un promoteur 
reconnu par les polymerases d*une bacterie de I'espece 
Bordetella , notamment de B. pertussis qui dans le 
produit naturel regule I'expression de la proteine 
FHA. 

14. Culture de cellules procaryotes, notamment 
bacteries, transformees avec un ADN recombinant selon 
la revendication 11 ou 12, caracterisee en ce que le 
promoteur de I'ADN recombinant est reconnu par les 
polymerases de ladite cellule procaryote. 

15. Culture selon la revendication 14, 
caracterisee en ce que les cellules appartiennent a 
une espece Bordetella , notamment B, pertussis , et 
qu'elles sont egalement porteuses d'un gene FHAc 
exprimable dans ces cellules. 

16. Culture selon la revendication 14, 
caracterisee en ce que les cellules appartiennent a 
une espece bacterienne autre que Bordetella et 
qu'elles contiennent egalement une sequence codant 
pour au moins la partie de FHAc necessaire a 
I'expression de la sequence (2), sous une forme 



39 

egalement exprimable au sein des cellules de cette 
culture . 

17. Culture cellulaire selon I'une quelconque 
des revendications 14 a 16, caracterisee en ce que 
I'ADN recoiabinant est incorpore a I'ADN chromosomique 
desdites cellules. 

18. Culture de cellules selon I'une quelconque 
des revendications 14 a 17, caracterisee par 
1' exposition du produit d' expression de la sequence 
(1) a leur surface. 

19. Culture selon I'une quelconque des 
revendications 14 a 18 , caracterisee en ce que la 
sequence (2) contient au moins un site d« adhesion de 
la FHA aux muqueuses ou a des cellules eucaryotes, 
notaitiment macrophages ou cellules epitheliales . 

20. Culture cellulaire selon la revendication 
19, caracterisee en ce qu'elle est detoxifiee ou 
attenuee • 

21. Composition immunogene orientee centre un 
agent pathogene determine et caracterisee en ce qu'il 
contient a titre de principe actif , des cellules de la 
culture selon I'une quelconque des revendications 18 a 
20 dans lesquelles la sequence (1) code pour un 
antigene caracteristique de cet agent pathogene. 

22. Proteine recombinante constituee par le 
produit d'expression de I'ADN recombinant selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 13. 

23. Proteine recombinante selon la revendication 

22, caracterisee par le fait qu'elle comporte I'un au 
moins des sites d' adhesion de la proteine FHA aux 
muqueuses . 

24. Proteine recombinante selon la revendication 

23, caracterisee en ce que le produit d* expression de 
la sequence (1) code pour un polypeptide ayant des 
proprietes vaccinantes vis-a-vis d'un agent pathogene 
donne et en ce que le produit d« expression de la 
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sequence (2) contient un site d' adhesion de la FHA aux 
muqueuses ou a des cellules eucaryotes, notamment 
macrophages ou cellules epitheliales . 

25. Composition vaccinante contenant la culture 
cellulaire de la revendication 21 ou la proteine 
recombinante de la revendication 24, caracterisee en 
ce qu'elle presente 1 • immunogenic ite mucosale de la 
FHA, notamment pour 1 * administration par voie nasale* 

26. Precede pour la production d'une proteine 
heterologue recombinante contenant une sequence 
polypeptidique determinee caracterisee par la 
transformation d'une culture de cellules procaryotes 
avec un vecteur contenant un ADN recombinant con forme 
a I'une quelconque des revendications 1 et 6 a 13 , 
lesdites cellules procaryotes contenant egalement une 
sequence nucleotidique codant pour FHAc sous une forme 
susceptible d'y etre exprimee ou ayant egalement ete 
transformees a cette fin, puis la culture de ces 
cellules et la recuperation du produit excrete par les 
cellules de cette culture dans leur milieu. 

27. Precede selon la revendication 26, 
caracterise en ce que lesdites cellules procaryotes 
sont des Bordetella , notamment du type B, pertussis . 

28. Precede selon la revendication 26 ou 27, 
caracterise par la purification supplementaire du 
produit d» excretion par mise en contact du milieu de 
culture avec de I'heparine immobilisee sur un support 
insoluble et par recuperation de la proteine 
recombinante purifiee par dissociation du complexe 
qu'il formait avec I'heparine. 
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(pour revue voir Locht, C. Bertin, P., Menozzi, F.D., 
et Renauld, G. (1993) Mol , Microbiol. 9, 653-660). Le 
gene de structure de la FHA, appele fhaB, a ete clone 
dans plusieurs laboratoires (Brown, D.R. , et Parker, 
CD. (1987) Infect. Immun. , 55, 154-161 ; Relinan, 
D.A., Domenighini, M. , Tuomanen, E. , Rappuoli, R. , et 
Falkowo, S. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A, 86 , 
2637-2641 ; Delisse-Gathoye , A.-M., Locht, C, Jacob, 
P., Raaschou-Nielsen, M. , Heron, I., Ruelle, J.-L., 
DeWilde, M. , et Cabezon, T. (1990) Infect. Immun. 58, 
2895-2905) et code pour un precurseur d' environ 367 
kDa (Delisse-Gathoye et al . , 1990 ; Domenighini, M. , 
Relman, D. , Capiau, C. Falkow, S. , Prugnola, A., 
Scarlato, V., et Rappuoli, R. (1990) Mol . Microbiol. 
4, 787-800) . La partie N-tenninale de ce precurseur 
correspond a la partie mature de la FHA et la partie 
C-terminale est perdue lors de la maturation et/ou 
secretion de la proteine. 

En aval du gene fhaB se trouve un operon 
polycistronique responsable a la fois de la biogenese 
de la FHA et des fimbriae, aussi appelees 
agglutinogenes (Locht, C. Geof froy, M.C. , et Renauld, 
G. (1992) EMBO J. llf 3175-3183). Get operon contient 
quatre cistrons dont les produits des trois premiers 
sont homologues aux proteines accessoires et a 
l^adhesine de pili de plusieurs bacteries gram 
negatives (Locht et al . , 1992) et impliques dans la 
biogenese des fimbriae de B. pertussis , et dont le 
produit du dernier est homologue a ShlB et HpmB et est 
implique dans la biogenese de la FHA (Willems, R.J.L., 
Geuijen, C. , van der Heide, H.G. J. , Renauld, G., 
Bertin, P. van den Akker, W.M.R. , Locht, C., et Mooi, 
F.R. (1994) Mol. Microbiol, _11, 337-347). 

Par ailleurs, la region N-terminale de la FHA est 
homologue aux regions N-terminales des hemolysines 
ShlA et HpxaA de Serratia marcescens et Proteus 
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dans ce qui suit, que la proteine recombinante, y 
incluse la sequence en acides amines correspondantes 
aux polypeptides heterologues se trouve exposee a la 
surface de ces cellules. 

La proteine excretee dans le milieu de culture 
peut etre davantage purifiee, notamment par un procede 
consistant a mettre en contact le milieu de culture 
avec l"heparine immobilisee sur un support insoluble 
pour former un complexe heparine-FHA, la proteine 
recombinante pouvant alors etre recuperee par 
dissociation du complexe. 

Dans la suite de cet expose, il sera vu que les 
premiers essais ont ete effectues dans une souche- 
B. pertussis BGR4 dont la partie la plus importante de 
la phase de lecture du gene fhaB et son promoteur 
avaient ete deletes du chromosome par deux elements 
successiifs de recombinaison homologues. L'ADN 
recombinant contenait un fragment EcoRI d' environ 
10 kb isole a partir d'un clone qui avait ete 
entierement sequence, notamment par Delisse-Gathoye et 
al., 1990. C'est par rapport a la sequence decrite par 
ces auteurs que sont precisees dans le corps du 
presente texte, les positions relatives de certains 
des nucleotides dans le chromosome B. pertussis 
correspondant, le premier site d' EcoRI 
correspondant a la position 1, et le second site E*^ 
occupant alors la position 10035. 

L'ATG d» initiation de la traduction se trouve en 
aval du site E^ (I'un des trois ATG aux positions 
respectivement 253, 298, 427) le promoteur 
correspondant etant intercale entre le site E^ et 
1»ATG d' initiation pertinent. Le precurseur s ' etend 
jusqu'au dela de la position du site E^ (position 
11025) . 

Comme cela sera decrit de faqzon plus detaillee 
dans les exemples, plusieurs ADNs recombinants ont ete 



1 'excretion. Ainsi, le fragment contenu dans le 
plasmide BPGR412 est-il encore exprime a un moindre 
degre, meme si aucune bande n'est observee sur la 
figure 2 pour la piste d' electrophorese sur gel 
correspondante au plasmide BPGR412. Mais, la mise en 
contact d'une culture correspondante avec I'heparine 
immobilisee a permis d'isoler une fraction excretee 
reconnue par des anticorps monoclonaux reconnaissant 
specif iquement la region N-terminale de la FHA, 

II apparait que des sequences (2) entrant dans 
les ADNs recombinants selon 1 ' invention doivent, en 
tout etat de cause, comporter des signaux d' excretion 
de la sequence codant pour la FHA et la region N- 
terminale homologue aux regions N-terminales des 
hemolysines ShlA et HpmA de Serratia marcescens et 
Proteus mirabilis . 

Pour la mise en oeuvre de I'une des applications 
preferees de 1' invention, a savoir la production d'un 
peptide heterologue et sa recuperation a partir du 
milieu de culture, il apparait par consequent que 
1' extension de la sequence (2) a partir de I'extremite 
N-terminale de la FHA vers son extremite C-terminale 
sera choisie de fa<?on a ne pas aller au dela de la 
longueur qui ferait que la transformation de 
B> pertussis avec cet ADN recombinant alors place sous 
le controle d'un promoteur susceptible d'etre reconnu 
par B>pertussis ne permettrait plus 1' excretion 
directe de la proteine recombinante alors formee dans 
le milieu de culture de ce B. pertussis . 

Dans le cadre de cette application, un ADN 
recombinant prefere est caracterise en ce que la 
sequence (2) s • etend entre 1 ' TG correspondant au 
codon d' initiation de la traduction de la FHA a un 
nucleotide C-terminal au dela du nucleotide 907 dans 
la direction de la traduction et de preference non au 
dela de la position 6292. 
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des sequences tronquees de I'ADN codant pour une FHA 
de Bordetella . Comme cela a ete vu plus haut, 
1 ' invention concerne egalement les ADNs recombinants 
contenant des sequences (2) plus longues, chaque fois 
que sera au contraire recherchee la production de 
cellules procaryotes, notamment de bacteries portant, 
expose a leur surface, le produit d' expression de 
I'ADN recombinant susdefini. La sequence heterologue 
(1) peut soit etre incorporee a 1 • inter ieur meme de la 
sequence codant pour FHA, voire meme FHAb, soit etre 
fusionnee a la FHA mature ou le precurseur avec 
conservation du code de lecture correspondant . 

Dans le cas ou la cellule hote, le cas echeant, 
apres attenuation ou inactivation, peut etre utilisee 
comme support de vaccin, on apprecie que 1 ' invention 
fournit de nouvell^s varilStes vaccinantes comportant 
des cellules procaryotes de ce type portant exposees a 
leur surface le produit d* expression de I'ADN 
recombinant. Avantageusement , seront exposes a la 
surface des bacteries en cause, a la fois la sequence 
en acides amines correspondante aux sites antigeniques 
du peptide heterologue, d'une part, et I'un des sites 
d' adhesion de la proteine FHA aux muqueuses ou encore 
a d'autres cellules eucaryotes, telles que des 
cellules epitheliales ou des macrophages, 

A titre d'exemples de technique pouvant etre 
utilises pour obtenir cette orientation convenable, on 
fera reference au brevet europeen n" 0242243 depose le 
06/03/87. 

Alors que dans le cas de la production in vitro 
d'une proteine ou d'une polypeptide recombinant, 1 • on 
pouvait avoir des cellules procaryotes transformees 
par un plasmide, il apparait que pour la realisation 
de bacteries porteuses du produit d' expression de 
I'ADN recombinant a leur surface, il est preferable 
que celui-ci ait ete incorpore sous le controle du 
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II. Deletions progressives de la region C-terminale de FhaB. 

Le produit primaire du gene fhaB, L e, le prdcurseur de la FHA, est appeI6 FhaB. 
Puisque la r6gion N-lenminale homologue aux hdmolysines ShlA et HpmA est iinportante 
pour la biogen^se de la FHA (Willems et al,, 1994), il 6tait important d^nvestiguer le role 
de la region C-terminale de FhaB dans la biogen6se de la FHA. Plusieurs d616tions de la 
rdgion C-terminale ont 6i6 obtenues : pBG13 est le rdsultat de Tdchange du fragment 
SphVBamHl de 2.5 kb de pBG4 par le fragment SphVBglTL de 6 kb de pRIT13202 
(Delisse-Gathoye et aL, 1990); pBG8 est le rdsultat do I'insertion du fragment BamVLl de 
4.7 kb dans pBG4 digird par BamHI; pBG4 est le rdsultat de la digestion de pBGl par 
BamWl et de sa rcligation, cc plasmide a done perdu les deux fragments BamVil de 4.7 
kb et de 2.37 kb; pBG12 est le resultat de Techange du fragment SphUBamHl de 2.5 kb 
de pBG4 par le fragment SphyBamRl de 1.27 kb dc pUC18-3, pUC18-3 a ete g6nere en 
6changeant le fragment SphVSaR de 15 pb de pUC18 par le fragment SphUSall de 1.27 
kb de pRIT13197 (Delisse-Gathoye et al., 1990); pBGlS est le rdsultat de la religauon 
des deux fragments Pvul de 3.65 kb et 2.76 kb aprfes digestion de pBG4 par Pvwl, 
g6n6rant ainsi la d616tion du fragment Pvul dc 1.9 kb. Les asmides pBG13, pBG8, 
pBG4, pBG12 ct pBG15 ont 6t6 introduits dans B. pertussis i5PGR4 par dlectroporation 
ce qui a gdndrd les souches 5. pertussis BPGR413, BPGR48. BPGR44, BPGR412 et 
BPGR415, respectivemenL 

Les sumageants de culture de ces diffiSrentes souches ont 6i6 analyses par SDS- 
PAGE et coloration au bleu de Coomassic ainsi que par Western blot en utilisant des 
anticorps polyclonaux de rat anti-FHA. Les rdsultats soni montrds dans la figure 2 et 
indiquent que par rapport I la souchc B. pertussis BPSM et la souchc B. pertussis 
BPGR41, les souches BPGR413 ct BPGR48 produiscnt bcaucoup moins dc FIIA dans 
Ic sumagcanl de culture. Par contrc, la souchc BPGR44 produit plus dc V\ 1 A troriqucc ct 
sccrdtcc que la souchc BPSM ou la souchc BPGR41. Les souches BPC;R4 12 ci 
BPGR4 15 produiscnt a nouvcau rnoins dc MIA tronqutic que la souchc BPGK44, hicn 
uuc la FHA u-onoudc nroduiic oar B1K1R412 csl claircmcni visible dans Ic surnaucani dc 
cviilnrc. C\\s cxpeVicnccs inonircni rimporiance dc la ri^.j^ioii C-ionninaIr cic l h;iH clans la 
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